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Abstract of EP034S242 

This invention Is a recombinant DNA molecule for expression of HIV-1 gag precursor protein in eukaryotic 
cells which comprises the HIV-1 gag coding region and regulatory regions which allow for expression of 
the gag DNA when said DNA is used to transform eukaryotic host cells. Also described are methods for 
producting HIV-1 gag protein, method for producing a recombinant DNA molecule, and the HIV-1 gag 
protein product produced by host cells transformed with the recombinant DNA described in the instant 
application. 
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@ Expreaalon to proteins* ^ 

@ La proteins precurseur gag de retrovirus eat exprimee 
dans des cstlules eucaryotes par techniques d'ADN recombi- 
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Description 



Domalne do rtnventfon 



5 Cette Invention est relative a I'expressfon des proteines dans les cellules eucaryotes. Hie concerns plus 
particulierement I'expresslon de la proteine precurseur gag du virus de Plmmunodeficience. 



Arriere-plan de ['Invention 

10 

Les retrovirus, c'est-d-dlre les virus de la famflle des Retrovfridae, sont une grande famllle de virus 
lcosohedraux enveioppes d'environ 150 nm presentant une nucleocapside et dont le mat6riel genetique est de 
TARN. La famille comprend les oncovirus comma les virus du sarcoma et de la leucemie, les virus de 
I'Immunodeficlence et les lenttvirus, 

15 Le virus de la deflcience immunitalre humalns (HIV). I'agent etiologique du syndrome de la deflcience 
Immunitaire acqulse (SIDA) et des desordres qui y sont apparentes, est un marnbre de la famille des 
Retroviridae. II exists drfferents isolats de HIV parml iesquels le virus "Nymphotropique humain de type III 
(HTLV-III), le virus de la lymphadenopathie (LAV) et les retrovirus associes au SIDA (ARN) qui ont ate groupes 
dans le type 1 . Les virus associes a fa deflcience Immunitaire comprennent HIV de type 2 dont I 'association au 

20 SIDA en Afrique occidentals a ete recemment mise en evidence. D'autres virus de la deficJence immunitaire 
comprennent les virus SIV (virus du singe) tels que SIV™o-BK28. 

La caracterisation moleculalre du genome de HIV a demontre que le virus possede la meme organisation 
gagpol-env globale que d'autres retrovirus. De plus, il contlent au molns 5 genes qui ne se retrouvent pas dans 
d'autres retrovirus : sor, tat3 , art/trs, 3'orf et R. La region gag encode au moins 3 proteines structurelles 

25 ("core"), p17, p24 et p16 qui sont generaes par clfvage d'une proteine precurseur gag de 55 kilodaltons par la 
protease de HIV. La protease est encodes par le gene pol. 

Des rapports recents ont montre que des anticorps aux proteines gag de HIV, p17, p24 et p16 sont presents 
dans les sera humalns d'lndlvldus infectes aux Etats-Unls d'Amerique et en Europe et que tes anticorps 
apparaissent rapldement apres infection. La presence de ces anticorps decline au fur et a mesure que 

SO I'indlvidu progresse vers le SIDA. 

La proteine gag p17 avec sa localisation submembranaire (Gelderblom et al, Virology 156 :171 (1987) est 
bien positionne pour §tre en contact etroit avec la proteine transmembrane^ gp41 et la membrane vlrale. Elle 
pourralt egalement Jouer un role dans les changement de conformation Impliques dans le processus d'entree 
et de desenrobage du virus. De plus, on a demontre que gag p17 a un N-termlnus myrtstyle. La myristylatton 

35 jouerait un rdle important dans ('assemblage du virion et dans la localisation de composants du virus a la 
membrane du plasma. 

Malgre de gros efforts de recherche dans le domalne du SIDA, on continue a avoir besoln de reactifs de 
diagnostic qui peuvent etre utilises pour contrdler la progression de la maladie et d'agents qui peuvent eviter 
une infection prlmaire, tels que via une Immunisation et d'agents qui peuvent prevenlr ou empecher une 
40 infection secondaire tels que par une transmission de cellule a cellule ou par infection du virus ilbre. 



Resume de ('Invention 

45 Un aspect de cette Invention est une molecule d'ADN recombinant pour ('expression de ta proteine 
precurseur gag dans des cellules eucaryotes qui comprend une sequence codant iiee de mantere operatoire 
a une region de regulation qui fonctionne dans ta cellule hdte. 

Des aspects voislns de cette invention sont des cellules hdtes comprenant la molecule d'ADN recombinant 
et leurs cultures. 

50 D'autres aspects de cette invention sont la proteine precurseur gag produite par les cellules hdtes de 

Invention, y comprls une particule comprenant la proteine precurseur gag semblabie au "core" de HIV. 
D'autres aspects encore de cette invention sont un precede pour produire la mol6cule d'ADN recombinant 

et la cellule hdte de I'inventlon, un proc6d6 pour produire la proteine precurseur gag et les partfcules de 

I'invention ainsl que les compositions et methodes qui s*y rattachent. 
55 Ces aspects de I'invention et d'autres encore sont amplement decrits dans la description et les Exemples 

qui suivent. 



Description Petaillee de I'invention 

60 

II a maintenant ete trouve que la proteine precurseur retrovirale gag peut itre exprimee dans des cellules 
eucaryotes recomblnantes et qu'une telle expression peut resuiter en une production de I'entierete de la 
proteine precurseur gag sans I'usage de sequences d'ADN pol et sans ('usage de sequences 5' non traduites. 
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Comme examples de telles cellules il y a les cellules d'eucaryotes inferleurs telles que les cellules de levure, de 
molslssures et d'animaux, y comprfs les cellules d'lnsectes telles que les cellules de Drosophiles ou de 
Lepldomteres; les Bgn6es cellulaines de mammlferes; les cellules prtmaires de mammifdres et les Insectes et 
anlmaux transgenlques. 

II a egalement ete trouv6, de manlere Inattendue, que la proteins prfccurseur gag peut former des partlcules 5 
qui ressemblerrt, en grandeur et autres caracteristiques physiques et en antlg6nldte, aux partlcules gag 
authentlques formees a la surface des cellules humaines infectees. Durant un cycle d'Infectlon retroviral 
naturelle, II apparaTt que la protelne precurseur gag, connue comme p55 dans le cas de HIV, est tout d'abord 
assembles en partlcules Immatures comprenant de manlere preponderante la protelne gag dans son 
entierete. Oes partlcules gag peuvent etre designees comme pre-particules de "core" ou comme partlcules de 10 
noyau non matures. Pendant la maturation vtrale, le precurseur est cliv* en prolines sousunitaires connues, 
dans le cas de HIV, comme p17, p24 et p16. Cos partlcules gag, malntenant constltuees en majeure partie de 
p17, p24 et p16, peuvent Gtre mentionnees comme partlcules de "core* ou partlcules matures de "core". 
Pendant la maturation viraJe egalement, apparemment pendant le processus de bourgeonnement, la 
membrane vfrale se forme autour des partlcules du "pre-core" ou du "core". Comme le montrent les Exemples 15 
d-apres, le precurseur gag de HIV exprlme dans des cellules recomblnantes de Lepidopteres en utfllsant un 
systerne d'expresslon Baculovlrus forme en majeure partie des agregats ou dee paquets sous forme de 
partlcules qui orrt des propriety physiques et bfologiques et dee dimensions slmllajres a cedes du "core" des 
particules de HIV formees natureflement 4 la surface des cellules humaines Infectees. Les partlcules de 
rinventlon comprennent de manlere predomlnante la protelne precurseur gag (plus de 90 <W> des proteines 20 
presentes dans les par tlcufes. Elles sont reconnues apres un bref traltement avec du Triton X100 par des 
anticorps monoclonaux (MABs) anti-p17, MABs anti-p24 et MABs anti-p16 en plus de leur reconnaissance par 
des anticorps potyclonaux anti-gag provenant de sera de patients infectes. Les partlcules, parce qu'elles sont 
prepanees par techniques d'ADN recombinant comme decrtt lci t sont depourvues des fonctions virales 
requises pour la maturation et la replication du virus, speclalement de TARN viral et, de preference, egalement 25 
des fonctions de transcriptase inverse. 

Les cellules eucaryotes recomblnantes de I'invention sont construltes pour exprtmer ia protelne precurseur 
gag par introduction dans les cellules de la molecule d'ADN recombinant de ('Invention. La molecule d'ADN 
recombinant de rinventlon comprend une region codant pour la protelne precurseur gag' Hee de manlere 
operatoire a un element de regulation qui fonctionne dans les cellules h6tes cholsles. Sous un aspect de cette 30 
invention, II a ete trouve que d'autres fonctions de HIV ne sont pas requises pour I'expression de la protelne 
precurseur gag et pour la formation de la partlcule ressemblant au 'pre-core'. Les sequences d'ADN codant 
pour d'autres fonctions, p.ex. pour des fonctions d'ampllfication, fonctions de marqueure de selection ou de 
maintenance peuvent egalement etre assocfees A la molecule d'ADN recombinant de rinventlon. 

Une region d'ADN codant pour la protelne precurseur gag peut Stre prepare© de n'importe lequei des 35 
differents clones genomlques d'isolat Infectieux du virus de I'immunlt6 defteltalre rapportes dans la lltterature. 
Voir, par exemple Shaw et al. t Science 226 :1165 (1984); Kramer et a!., Science 231 :1580 (1986). 
Altemativement, un clone genomique du vims de I'lmmunlte deficltaire peut etre prepar6 de virus Isolee de 
specimens cliniques par technique de clonage d'ADN standard, Voir, par exemple, Gallo et aJ., Brevet 
4 520 1 13 des Etats-Unls d'Amerique; Montagnier et al., Brevet 4 708 818 des Etats-Unis d'Amerique. Ayant 40 
clone* un fragment du genome qui comprend la region codante gag, une region qui code seulement pour le 
precurseur gag peut dtre preparee par restriction de I'ADN de manldre a isoter une portion de la region 
codante de I'ADN et reconstruction des portions restantes par ^utilisation d'ollgonucleotldes synthetiques, 
comme decrtt dans les Exemples ci-apres. Altematlvement, un fragment plus Important comprenant la region 
codante gag ou des sequences additlonnelles peut etre coup6 par ('utilisation d'exonuc!6ases. Dans un autre 45 
precede artematlf encore, I'entierete de la region codante peut etre synthetase en utlllsant des synthetiseurs 
d'ADN automatised standard par la synthase de fragments de la region codante et en les Ilant ensemble pour 
former une r6gion codante complete. Bien que I'usage d'une sequence codante depourvue des sequences 
flanquantes naturelles prdsentes en 5' et en 3'soft pref6re ( la fusion de la sequence codante a d'autres 
sequences du virus de I'immunite deficftaire, p.ex. sequences de la prot&ne du manteau, n'est pas ecartee 50 
des aspects preferes. 

A titre d'exemple, une region codant pour la protelne precurseur gag de HIV a la sequence suivante : 
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X ATG GGT GCG AGA GCG TCA GTA TTA AGC GGG GGA GAA 36 
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Glu 

5 37 TTA GAT CGA TGG GAA AAA ATT CGG TTA AGC CCA GGG 72 
Leu Asp Arg Trp Glu Lys lie Arg Leu Arg Pro Gly 



10 



73 GGA AAG AAA AAA TAT AAA TTA AAA CAT ATA GTA TGG 108 
Gly Lys Lys Lys Tyr Lys Leu Lys His lie Val Trp 



109 GCA AGC AGG GAG CTA GAA CGA TTC GCA GTT AAT CCT 144 
1S Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Val Asn Pro 

145 GGC CTG TTA GAA ACA TCA GAA GGC TGT AGA CAA ATA 180 
Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Arg Gin He 



20 



25 



181 CTG GGA CAG CTA CAA CCA TCC CTT CAG ACA GGA TCA 216 
Leu Gly Gla Leu Gin Pro Ser Leu Gin Thr Gly Ser 

217 GAA GAA CTT AGA TCA TTA TAT AAT ACA GTA GCA ACC 252 
Glu Glu Leu Arg Ser Leu Tyr Asn Thr Val Ala Thr 



30 253 CTC TAT TGT GTG CAT CAA AGG ATA GAG ATA AAA GAC 288 
Leu Tyr Cys Val His Gin Arg He Glu He Lys Asp 



35 



289 ACC AAG GAA GCT TTA GAC AAG ATA GAG GAA GAG CAA 324 
Thr Lys Glu Ala Leu Asp Lys He Glu Glu Glu Gin 



325 AAC AAA AGT AAC AAA AAA GCA CAG CAA GCA GCA GCT 360 
40 Asn Lys Ser Lys Lys Lys Ala Gin Gin Ala Ala Ala 



45 



50 



55 



361 GAC ACA GGA CAC AGC AGT CAG GTC AGC CAA AAT TAG 396 
Asp Thr Gly His Ser Ser Gin Val Ser Gin Asn Tyr 

397 CCT ATA GTG CAG AAC ATC CAG GGG CAA ATG GTA CAT 432 
Pro Tie Val Gin Asn lie Gin Gly Gin Met Val His 

43 3 CAG GCC ATA TCA CCT AGA ACT TTA AAT GCA TGG GTA 468 
Gin Ala He Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp Val 

467 AAA GTA GTA GAA GAG AAG GCT TTC AGC CCA GAA GTA 504 
Lys Val Val Glu Glu Lys Ala Phe Ser Pro Glu Val 



60 



505 ATA CCC ATG TTT TCA GCA TTA TCA GAA GGA GCC ACC 540 
He Pro Met Phe Ser Ala Leu Ser Glu Gly Ala Thr 



65 
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541 CCA CAA GAT TTA AAC ACC ATG CTA AAC ACA GTG GGG 576 
Pro Gin Asp Leu Ash Thr Met Leu Asn Thr Val Gly 

577 GGA CAT CAA GCA GCC ATG CAA ATG TTA AAA GAG ACC 6X2 
Glv His Gin Ala Ala Met Gin Met Leu Lys Glu Thr 

613 ATC AAT GAG GAA GCT GCA GAA TGG. GAT AGA GTA CAT 648 
lie Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His 

649 CCA GTG CAT GCA GGC CCT ATT GCA CCA GGC CAG ATG 684 
Pro Val His Ala Gly Pro lie Ala Pro Gly Gin Met 

685 AGA GAA CCA AGG GGA AGT GAC ATA GCA GGA ACT ACT 720 
Arg Glu Pro Arg Gly Ser Asp He Ala Gly Thr Thr 

721 AGT ACC CTT CAG GAA CAA ATA GGA TGG ATG ACA AAT 756 
Ser Thr Leu Gin Glu Gin He Gly Trp Met Thr Asn 

757 AAT CCA CCT ATC CCA GTA GGA GAA ATT TAT AAA AGA 792 
Asn Pro Pro He Pro Val Gly Glu He Tyr Lys Arg 

793 TGG ATA ATC CTG GGA TTA AAT AAA ATA GTA AGA ATG 828 
Trp He He Leu Gly Leu Asn Lys He Val Arg Met 

829 TAT AGC CCT ACC AGC ATT CTG GAC ATA AGA CAA GGA 864 
Tyr Ser Pro Thr Ser He Leu Asp He Arg Gin Gly 

865 CCA AAA GAA CCT TTT AGA GAC TAT GTA GAC CGG TTC 900 
Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe 

901 TAT AAA ACT CTA AGA GCC GAG CAA GCT TCA CAG GAG 936 
Tyr Lys Thr Leu Arg Ala Glu Gin Ala Ser Gin Glu 

937 GTA AAA AAT TGG ATG ACA GAA ACC TTG TTG GTC CAA 972 
Val Lys Asn Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gin 
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1405 GCC CCA CCA GAA GAG AGC TTC AGG TCT GGG GTA GAG 1440 
Ala Pro Pro Glu Glu Sec Phe Arg Ser Gly Val Glu 

5 1441 ACA ACA ACT CCC CCT CAG AAG CAG GAG CCG ATA GAC 1476 
The The The Pro Pro Gin Lys Gla Glu Pco lie Asp 

1477 AAG GAA CTG TAT CCT TTA ACT TCC CTC AGA TCA CTC 1512 
Lys Glu Leu Tyc Pco Leu Thr Sec Leu Arg Sec Leu 

973 AAT GCG AAC CCA GAT TGT AAG ACT ATT TTA AAA GCA 1008 
1S Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys The lie Leu Lya Ala 

1009 TTG GGA CCA GCG GCT ACA CTA GAA GAA ATG ATG ACA 1044 

Leu Gly Pro Ala Ala Thr Leu Glu Glu Met Met Thr 

20 

1045 GCA TGT CAG GGA GTA GGA GGA CCC GGC CAT AAG GCA 1080 

Ala Cys Gin Gly Val Gly Pro Gly Gly His Lya Ala 

25 

1081 AGA GTT TTG GCT GAA GCA ATG AGC CAA GTA ACA AAT 1116 

Arg Val Leu Ala Glu Ala Met See Gin Val Thr Asa 

30 H17 ACA GCT ACC ATA ATG ATG CAG AGA GGC AAT TTT AGG 1152 
The Ala The He Met Met Gin Aeg Gly Asa Phe Arg 

1153 AAC CAA AGA AAG ATG GTT AAG TGT TTC AAT TGT GGC 1188 

35 

Asn Gin Arg Lys Met Val Lys Cys Phe Asn Cys Gly 

1189 AAA GAA GGG CAC ACA GCC AGA AAT TGC AGG GCC CCT 1224 
4q Lys Glu Gly His The Ala Arg Asn Cys Aeg Ala Pro 

1225 AGG AAA AAG GGC TGT TGG AAA TGT GGA AAG GAA GGA 1260 
Arg Ly6 Lys Gly Cys Tcp Lys Cys Gly Lys Glu Gly 

45 

1261 CAC CAA ATG AAA GAT TGT ACT GAG AGA CAG GCT AAT 1296 
His Gin Met Lys Asp Cys Thr Glu Arg Gin Ala Asn 

50 

1297 TTT TTA GGG AAG ATC TGG CCT TCC TAG AAG GGA AGG 1332 
Phe Leu Gly Lys He Tep Pco See Tyc Lys Gly Aeg 

55 133 3 CCA GGG AAT TTT CTT CAG AGC AGA CCA GAG CCA ACA 1368 
Pco Gly Asb Phe Leu Gla Sec Arg Pro Glu Pco The 

1369 GCC CCA CCA TTT CTT CAG AGC AGA CCA GAG CCA ACA 1404 

60 

Ala Pco Pco Phe Leu Gin Sec Arg Pro Glu Pco The 

Un grand nombre de cellules eucaryotes et de systemes d 'expression sont disponlbles pour Texpresslon de 
protdines heterologues. Les plus largement utflisees parmi eux sont les systemes da mammiferes, Jnsectes et 
65 levurea, bien que ('invention ne leur soft pas limitee. De manlere typlque, ces systemes emptoient une 
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molecule d'ADN recombinant comprenant una sequence codant pour le gene interessant lie de maniere 
operatolre a un element de regulation, un marqueur de selection et, dans certains cas, des fonctlons de 
maintenance comma une orlglne de replication, Un element de regulation est une region ou un ensemble de 
regions d'ADN qui comprend les fonctlons necessaires ou desirables pour la transcription et la traduction. De 
maniere typlque, la region de regulation comprend un promoteur pour fixation de polymerase d'ARN et 5 
initiation de transcription. 

Parmi les cellules d'insectes qui peuvent dtre utlllsees dans ('Invention il y a les cellules de Drosophiles et de 
Lepidopteres. Parmi les cellules de Drosophiles utiles II y a les cellules S1 , S2. S3 et KC-0 et D.hydel . Voir, par 
exempie, Schneider et ah. J. Embryol. Exp. Morph. 27 :353 (1972); Schulz et al., Proc. Natl. Acad. Sch USA 
83:9428 (1986) ; Sinclair et ai., Mol, Cell. Biol. 5 :3206 (1985). Les cellules de Drosophiles sont transferees par 10 
techniques standard, y compris la precipitation au phosphate de calcium, la fusion cellulaire, I'electroporatlon 
et la transfection virale. Les cellules sont cuitivees suivant les procedures de culture cellulaire standard dans 
une variete de milieux nitritifs, y compris, p.ex,, le milieu M3 qui consiste en un ensemble tfacWes amines 
essentiels et de sets equlflbres. Voir Undquist, PIS 58 :163 (1982). 

Parmi les promoteurs connus pour fitre utiles chez les Drosophiles, II y a les promoteurs de cellules de 15 
mammiferes aussl bien que les promoteurs de Drosophiles, ces demiers etant pnMeres. Comme exemples de 
promoteurs de Drosophiles utiles II y a le promoteur de metallothionelne de Drosophile, le promoteur de la 
proteine de choc thermique 'heatshock' de 70 kllodaltons (HSP70) et le LTR COPIA, Voir, par exempie, Dl 
Nocera et al., Proc. Natl. Acad. Sd. USA 80 :7095 '1983); McGarry et al, Cell 42 :903 (1985). En pratique, une 
cassette d'expresslon comprenant la sequence codant pour gag et un element de regulation peut fetre clone 20 
dans un vecteur de cionage bacterlen dans le but de propager PADN avant la transfection des cellules 
animates. 

Dans les agents preferes de cette Invention, le precurseur gag de HIV est exprime dans des cellules de 
LBpidopteres pour produire des particules gag Immunogeniques. Pour ('expression de la proteine precurseur 
gag dans des cellules de Lepidopteres, on prefere utiDser un systeme d'expresslon Baculovirus. Dans un tel 25 
systeme. une cassette d'expresslon comprenant la sequence codant pour gag et I'element de regulation est 
placee dans un vecteur de cionage standard dans un but de propagation. Le vecteur recombinant est alors 
cotransfecte dans des cellules de Lepidopteres avec de I'ADN d'un type de Baculovirus sauvage. Les virus 
recombinants resultant de la recombinalson homotogue sont alors selectionnes et purifies sur plaque en 
substance comme decrit par Summers et al., TAES Bull. NR 1555, Mai, 1987. 30 

Parmi les cellules de Lepidopteres utiles, II y a les cellules de Trtchloplusia ni , Spodoptera Fruglperda, 
Heliothis zea , Autographlca caiifomica , Rachlplusia ou , Gallerla melonelia, Mandica Sexta ou autres cellules 
qui peuvent dtre infectees par des Baculovirus, y compris le virus de polyhedrose nuclealre (VPN), les virus a 
nudeocapside unique (VNCU). Les Baculovirus preferes sont VPN ou VNCM parce qulls contiennent le 
promoteur du gene de poiyhedrine qui est fortement exprime dans les cellules infectees. Particulierement 35 
exemplifie ci-apres est le virus VNCM de Autographlca caiifomica (AcVNCM). Cependant, cTautres virus 
VNCM et VNCU peuvent egalement etre employes comme le virus du ver a sole, Bombyx morl . Les cellules de 
Lepidopteres sont co-transfectes avec de I'ADN comprenant la cassette d'expresslon de ^invention et avec 
I'ADN d'un Baculovirus infectieux par techniques de transfection standard, comme expose plus haut. Les 
cellules sont cuitivees suivant les techniques de culture cellulaire standard dans un bon nombre de milieux 40 
nitritifs. y compris, par exempie. TC100 (Gibco Europe: Gardiner et al., J. Inverteb. Pathol. 25 :363 (1975) 
additlonn6 de 10<Vb de serum foetal de veau (SFV). Voir Miller et al., dans Setlow et al. ed., Genetic 
Engineering : Principles and Methods , Volume 8, New York, Plenum, 1986, pages 277-298. 

La production dans les cellules d'insectes peut egalement dtre effectuee par Infection de larves d'insectes. 
Par exempie, le precurseur peut 6tre prodult dans des chenilles de Trfchoplusia nl en continuant a donner 45 
comme nourriture le Baculovirus recombinant avec des traces de Baculovirus de type sauvage et en extrayant 
ensuite le precurseur gag de Themolymphe apres environ 2 Jours. 

Parmi les promoteurs utilisables dans les cellules de Lepidopteres ll y a les promoteurs d'un genome de 
Baculovirus. Le promoteur du gene de la poiyhedrine est prefSre parce que la proteine poiyhedrine est 
naturellement sur-exprlmee par rapport aux autres protelnes de Baculovirus. On prefere le promoteur du gene SO 
de poiyhedrine du virus AcVNCM. Voir Summers et al., TAES Bull. Nr 1555 , Mai 1987; Smith et el., 
EP-A-127839, Smith et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 :8404 (1985) et Cochran EP-A-228036. 

Pour rexpression dans des cellules de mammiferes, la cassette d'expresslon est, de la mime maniere, 
clonee dans un vecteur de cionage et alors utillsee pour transfecter les cellules de mammiferes. Le vecteur 
comprend. de preference, des fonctlons ADN additlonnelles pour la selection et/ou I'amplification, p.ex. una 55 
cassette de resistance & la neomycine pour selection G 418. D'autres fonctlons, telies que pour 
("augmentation de la transcription peuvent egalement etre employees. D'autres fonctlons encore peuvent dtre 
comprises dans le vecteur pour une stabilite de la maintenance 6plsomale, si on le desire, telies que les 
fonctlons de maintenance du virus du paplllome bovln. Le vecteur cellulaire de mammlfere peut egalement dtre 
un virus recombinant, comme un recombinant de la vaccine ou d'autre pox virus. Voir, p.ex, Paoletti et al., 60 
brevet 4-603 112 des Etats-Unis d'Amerlque; Paoiettl et al. t Proc. Natl. Acad. Scl. U.S. 81 :193 (1984). 

Parmi les cellules de mammiferes qui sont utiles II y a les cellules de Povaire de hamster chlnois (CHO) t 
NIH3T3, COS-7. CVI, du myelome de la souris ou du rat, HAK, Vero, HeLa, les cellules dlploTdes humalnes, 
comme MRC-5 et WT38 ou les lignftes cellulaires du lymphone du poulet. La transfection et la culture cellulaire 
sont effectues par techniques standard. La production dans les cellules de mammiferes peut egalement dtre 65 
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effective par expression dans des animaux transgenlques. Par exemple, la precurseur gag peut etre exprime 
en utlllsant un promoteur de casefne et purffie a partir de laft. 

Parml les promoteurs utiles dans les lignees cellulaires de mammlferes ou las cellules prlmaires de 
mammiferes II y a les promoteurs de genes Inftaux et tardffs, le promoteur de la metallothion6ine, les LTR 
5 viraux comma le LTR du sarcome de Rous, le LTR du virus du sarcome de Moloney ou le LTR du virus de la 
tumeur mammaire de la souris (VTMS) ou le promoteur tardlf principal de ('adenovirus et les promoteurs 
hybrldes comme un virus hybrids BK et le promoteur tardlf principal d'adenovlrus. La region de regulation peut 
egalement comprendre des foncttons en aval, comme des fonctions pour I'adenylation ou d'autres fonctions, 
comme des sequences pour amplifier la transcription. 

10 Parml las levures qui peuvent etre employees dans la mise en pratique de I'inventlon II y a celles des genres 
Hansenuteu Pfchla, Kluveromyces. Schizosaccharornyces , Candida et Saccharomyces . La levure hdte pref eree 
est le Saccharomyces cerevisiae . Parml les promoteurs utiles, II y a le promoteur Inductible de culvre (CUPI), 
les promoteurs de genes glycorytiques, p.ex. TDH 3) PQK et ADH, et las promoteurs PH05 et ARG& Voir, par 
exemple, Mlyanohara et al., Proc. Natl. Acad. Scl. USA 80 :1 (1 883), Mellor et al, Gene 24 :1 (1983);Hrtzemannet 

15 al., Science 219 :620 (1983); Cabezon et al, Proc. Natl. Acad. Sci, USA 81 :6594 (1984). 

Dans le cas de particules de protelne precurseur gag produces sutvant cette Invention, II est entendu que, 
blen qu'on prefers des particules comprenant le precurseur gag, on peut egalement preparer des particules 
contenant des derives du precurseur gag natlf. Par exemple, un ou plusieurs nucleotides ou acides amines 
Indlques dans la sequence ci-dessus peuvent etre supprimes, substitute ou ajoutes sans affecter 

20 defavorablement de maniere sensible la reactivity Immunogenlque crolsee avec mes epitopes gag 
authentiques. En d'autres termes, de tels d&rives peuvent etre Immunologlquement slmllalres a des particules 
gag authentiques. De tels derives, bien qu'ils puissent comprendre des acides amines provenant d'autres 
regions, y compris des regions Immunogenlques du genome de HIV, n'encodent pas d'autres fonctions de 
HIV, comme la fonctfon protease de la region pol ou lafonction transcriptase Inverse. De plus, de tels derives 

25 retiennent la faculte de former des particules en culture de cellules d'insectes comme fl est decrit id. Dans ce 
cas, il est a (a portee de I'homme du metier de preparer des particules gag qui comprennent des proteines 
hybrides ayant un ou plusieurs epitopes supplementalres aux epitopes gag. De tels epitopes supplementalres 
peuvent etre d'origlne HIV ou derives d'autres organlsmes pathogenes, p.ex. virus de I'hepatlte B ou virus de 
I'herpes. 

30 La protelne precurseur gag est exprimee dans la forme liee a la membrane (particules et amas de particules 
enrob6es de membranes). Eile est Isolde du milieu condrbonne par techniques standard d'isotement et 
purification des proteines. On peut ajouter des detergents afin de llberer la protelne du materiel mem branaire 
de la cellule. Apres traJtement avec un detergent, p.ex. du Triton X100, un Tween ou du sulfate de dodecyl 
sodium (SDS), (a protelne ou les particules peuvent etre purtfiees par una aerie d'etapes d'uftrafiltratbn, 

35 etapes d'ultracentrifugatlon, precipitation selective avec, p.ex. du sulfate d'ammonlum ou PEG, gradient de 
denstte, centrffugation dans CsCI ou gradient de saccharose et/ou stades chromatographfques comme 
chromatographle d'affinite, chromatographle d'lmmunoaffinlte, HPLC, HPLC en phase inversee, echange 
cationique ou anionique, chromatographle d'excluslon de dimension etfocallsation isoelectrique preparative. 
Pendant ou apres purification, la protelne ou les particules peuvent §tre traltees p.ex. avec du formaldehyde, 

40 du glutaraldehyde ou du NAE pour augmenter la stabillte ou Hmmunogenlcrte. A la vue de la decouverte 
decrfte Ici que le precurseur gag peut former des particules Immunogenes en absence d'autres fonctions 
vfraies, on croit que, IcrsqUe le precurseur gag est exprime et purifle sous forme non-particulalre, II peut 
causer la formation de particules In vitro, comme II a et§ montre que c'est le cas pour Tantlgene de surface de 
['hepatite. B apres expression dans la levure. Voir, p.ex, EP-A-135435. De telles particules de protelne 

45 precurseur gag sont comprises dans la portee do cette invention. 

La protelne precurseur gag de HIV et les particules produttes sulvant cette invention sont utiles comme 
agents de diagnostic pour ia detection d'une exposition a HfV. La protelne et les particules sont egalement 
utiles dans des vaccina pour la prevention de (infection ou pour ('inhibition ou la prevention d'une progression 
de la maladie. 

50 Lbs examples qui sufvent sont fllustratifs mals non limttatifs de ('invention. Les enzymes de restric tion et 
autres agents ont ete utilises en substance en sulvant les Instructions des vendeurs. 



Exemples 

55 

Exemple 1. Construction du Vecteur 

pRJT12982 (DT 12-16) est un vecteur qui comprend une sequence de 1305 paires de bases (pb) codant pour 
la region N-terminale de la proteine precurseur gag. II a ete prepare par ligation d'un fragment ClaJ-Bglll de la 
60 region codant pour la proteine precurseur gag derivee d'un clone genomique de HIV (Shaw et al. Science 
226:1165 (1984) avec un oligonucleotide synthetique ayant la sequence codante N-terminale de la proteine 
precurseur gag. ^oligonucleotide a la sequence : 



65 
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5* C ATG GGT GCT AGA GCT TCC GTG TTG TCC GGT GGT GAA TTG GAT 3' 
CCA CGA TCT CGA AGG CAC AAC AGG CCA CCA CTT AAC CTA GC 
Ncol claI 



pRm2983 est un vecteur qui comprend une region de 250 pb qui code pour la portion C-terminale de la 
proteine precurseur gag. II a ete prepart par ligation d'un fragment Bglll-Maelll de la region codant pour le 
precurseur gag dertvee cfun clone genomlque de HIV avec un oligonucleotide synthetlque ayant la sequence 
codante C-terminaJe de la proteine precurseur gag. [.'oligonucleotide a la sequence : 



STOP 

G RCA CAA TAA AGA TAG GAT CC 3 ' 
TT ATT TCT ATC CTA GGA GCT 
Maelll Xhol 



15 



20 



40 



Le fragment BamHI(Ncol)-Bg1 II de 1305 paires de bases (pb) a ete lie au fragment Bglll-TAA-BamHl-Xhol de 
250 pb provenant de pRIT 12983 dans pUC12 qui avalt ete prealablement coupe avec BamHI et Sail. Le 
plasmide resultant, IdentWe comma pRrT13001 content par consequent Tentleret6.de la region codant pour la 
proteine precurseur gag sur une cassette BamHI(Ncol)-BamHI. 

Un vecteur depression de baculovirus a ete prepare en inserant le fragment BamHI provenant de 25 
pRIT13001 au site BamHI de pAC373. Voir Smith et ah, Proc. Natl. Acad. Scl. USA 82 :8404 (1985). pAC373 est 
un vecteur de transfert de Baculovirus contenant un gene de polyhedrlne modifle dans lequel un gene 
Stranger peut etre clone a un site BamHI et exprime sous le corrtrole du fort promoteur de la polyhedrlne. Voir 
Summers et at., Texas Agricultural Exp. Station Bulletin NR 1555 (Mat 1987). Un derive du plasmide pAC373 
ayant une petite deletion loin en amont du promoteur de la polyhedrlne a egalement ete utilise comma vecteur 30 
d'expresslon. La legere modification ne s'est pas averee affecter in vitro I'expresslon ou le developpement du 
virus recombinant L'insertion de la sequence codant pour gag dans le vecteur de Baculovirus a eu pour 
resultat le plasmide pRIT13003. 

Un vecteur ^expression de cellule de mammifere a ete prepare par ligation du fragment BamHI de 
pRIT13001 en aval du promoteur tardif de SV40 dans pSV529 (Gheysen et al„ J. MoLAppL Genet. 1 :384 (1982). 35 
Ce vecteur est Identifie comma pRrT13002. 

Un vecteur d'expresslon de levure a ete prepare comme suit. Un fragment Ncol-Bglll a etd Isole de 
pRm2982 et Insere dans un plasmide de levure en aval du promoteur ARG3 (voir Cabezon et ah, Proc. Natl. 
Acad Scl USA 81 .'6594 (1984) pour donner nalssance au vecteur pRlT12984 (DT14-20). La portion C-termlnale 
de la proteine prec urseur gag a ete isolee de pRlT12983 sous forme d'un fragment Bglll-BamHl et a ete insert 
au site BgEII de pRrT12984 pour donner le vecteur de levure pRIT12985 (DT16-26). pRIT12985 comprend Idonc 
une sequence codant pour I'entierete du precurseur gag, depourvue d'autres sequences de HIV, Oee de 
maniere operatoire au promoteur ARG3. De plus, II comprend les fonctions de replication provenant du 
vecteur de 2 microns de la levure et le gene URA3 comme marqueur de selection. 

45 

Exemple 2. Expression dans les cellules d'insectes. 

Oes Baculovirus recombinants transfectes avec pRIT13003 ont 6te prepares en substance comme decrlt 
par Summers et al., TAES Bull. NR 1555 , Mai 1987, cite plus haul 

Des cellules de Spodoptera frugiperda (s.f.) ont ete co-transfectees avec respectlvement 1 fig de 
Baculovirus AC VNCM de type sauvage (ts) et 50 |ig de plasmide pRIT13003. Les partfcules de virus 50. 
resutontes ont ete obtenues en recuelOant les sumageants. Les milieux contenant tes virus ont ete utilises 
pour Infecter des cellules de S.f. dans un test sur plaque. Une infection subsequente de cellules de S.f. en 
utiiisant les partfcules vtrales qui comprennent a la fols de I'ADN de AcNPV et de TADN recomblne avec l*ADN 
encodant la proteine precurseur gag p55 a donn6 des cellules exprimant la proteine gag p55 au lieu de la 
proteine polyhedrlne. 

Las 'plaques clalres" (frequence 0,1 - 0,01 Qfo) obtenues dans Tessal sur plaque ont ensulte ete cribl$es par 
hybridation sur flltre avec une sonde specifique pour gag. Les plaques qui s'hybridaient a la sonde gag ont ete 
enregistrees et ensulte purifiees (sur plaque) (2-3 fols) avant de g6nerer un stock de virus; le stock de virus a 
aJors ete teste par ELISA. Des cellules de S.f. ont alors ete infectees avec ces stocks de virus contenant du 
gag recombinant a un facteur de multiplicity d'infectlon (FMI) de 1-10 et, apres 24 hres, 48hres, 3 Jours et 5 60 
jours, des ailquo tes de milieu conditionne (surnageant) et/ou de cellules ont et6 traitees avec du Triton X100 
jusqu'a concentration finale de 1 W et testees. 

La proteine precurseur gag synthdtisee dans les cellules dlnsecte infectees a 6te observes dans des 
"Western blots" en utiiisant des arrticorps polyclonaux p55 ou de ('antiserum provenant d'un pool de patients 
SIDA (Zaire). Une bande predomlnante a un pokJs moleculalre (PM) de 54 Wlodaltons (kd) a ete observes avec 65 
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tous les s6ra testes et avec les antisera poiyclonaux de p55. Une bande a un PM de 54 kd a egalement ete 
detectee en testant du mmeu conditionne apres 48 heures, 3 Jours et 5 Jours. Des bandes a un PM de 49 kd et 
a un PM de 47 kd (mineure) et une bande a un PM de 30 kd ont pu egalement etre detectee lore de ('analyse 
des extraits ceUuIaires. Cette demlere bande avec un PM de 30 kd n'est detectee qu'avec les antlcorps 
5 poiyclonaux de p56 et pas avec le serum de personnes Inf ectees par le SIDA. II a ete observe que au molns 1 0 
fois plus ^"epitopes p55" etalent exprtmes dans les cellules de S.f. que dans des cellules Molt tnfectees avec 
HIV (Moft/HTLV-lll) et environ 80 fois plus d"epltopes" p65 etalent presents dans le milieu conditionne de 
cellules de S.f. Infectees avec un virus a gag recombinant que dans le milieu conditionne de cellules 
Molt/HTLV-lll. 

10 Dans ['experimentation d'un second essal, Puttracentrtfugation (100.000 x g, 1 hre) des milieux condltlonnes 
(2 ml a 200 ml) de 48 heures, 3 jours et 5 jours a fbuml un petit culot qui a ete analyse sur gels de SDS et qui a 
egalement ete analyse par Immuno-transfert. Une bande a un PM de 56 kd a ete reconnue avec des antlcorps 
speciflques centre p17, p24 et p55. On n'a pu detector que de tres falbles quantites de prodult degrade a un 
PM 4S-56. Sur gels teintes de Coomassle, on a pu voir une bande a 55 kd qui etalt pure a 20-80 <H>. Cette bande 

15 correspondait a ceile observee sur T'lmmunoblot" et etalt reconnue par des antlcorps anti polypeptides p17 t 
p24 et p55. 

Dans I'experimentatlon d'un troisleme essal, la centrifugatlon ( 1ml) des milieux condltlonnes de 48 
heures, 3 jours et 5 jours, dans une microfuge a 12000 tpm pendant 5 a 20 minutes, a prodult une bande sur 
gels de SDS a un PM de 55 kd qui etalt caracteristique pour le precurseur gag p55 de HIV comma revile par 
20 des antlcorps centre les polypeptides p1 7, p24 et p55 par comparaison avec la bande a 55 kd du lysat cellulalre 
de HIV (Molt/HTLV-lll). 

Dans I'experimentatlon d'un quatrieme essal, des milieux condltlonnes de 3 jours et de 5 jours (150 ml a 1 
litre, contenant 1 ug/ml d'aprotinine qui avalt ete ajoutee 24 heures apres infection et egalement au moment 
de la recolte) ont ete trartes d'abord par addition de Tween 20 jusqu'a une concentration finale de 0,01 <W>. On y 

25 a alors ajoute une solution de polyethylene glycol, PM 6 kd, (PEQ6000) (40 Qfo p/v dans Nad 2M) jusqu'a 
concentration finale de10 cfo ou 5 <Vb. Apres 4 heures a 0° C, de preference, apres une nult a 4° C, ce preciplte 
a ete centrifuge a 5000 tpm pendant 10 minutes a 4° C. Les granules de PEG ont alors ete repris dans 200 pJ 
jusqu'a 1 ml de tampon HBS (Hanks balance en sels, Flow Laboratories, 18-102-64) contenant 0,1 <Vb de Tween 
20 et centrifuges en gradient de saccharose (20 % - 60 Ob dans du tampon HBS, 0,1 <tt> de Tween 20 a 4° C 

30 contenant 10 (iJ d'aprotinine, Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA) pendant environ 35minutes a 
50.000 tpm dans un rotor Beckman TLA100 (Beckman Instruments, Fullerton, California, USA) a 4° C ou 
pendant 18 heures environ a 25000 tpm dans un rotor Beckman SW41 a 4° C. On a recueilii des frac tions de, 
respectlvement, 0,2 a 0,5 ml de la zone d'environ 40 50 <Wo de saccharose; ces fractions ont ete congelees a 
-20° C et testees soft avec une prise d'antigene specifique pour test EUSA comma de ('antiserum biotlnyte 

35 -24/lg SIDA ou antiserum SIDA/lg de noyau de POD (H1V-1 antlcore EIA, Abbott Laboratories). Un pic OD 
EUSA a ete detects, montrant que, sur gradients de saccharose, la protelne gag p55 mlgralt sous forme de 
particules ou de 'structures agglomerees'. Les fraction des ptes et les fractions volslnes ont ete 
immunotransferees et revelees avec des antlcorps p17, p24 ou p55. Une bande prlnclpaJe a PM de 55 kd dans 
fes gels SDS-reducteurs a ete detectee, correspondant a la protelne precurseur gag p55 par comparaison 

40 avec un extraft de cellules Molt.HILV-lll preparees, en substance, comme decrit plus haul 

Dans ('experimentation d'un cinquieme essal, un pr6ctpfte obtenu avec 5 <Vo de PEQ6000 a ete prepare, en 
substance, comme dealt pour rexperimentation d'un quatrieme essai au depart de 150 ml d'une culture de 
Si. qui avalt ete co-infectee avec le Baculovirus recombinant contenant le precurseur gag et avec un 
Baculovlnjs qui exprimait la proteine de manteau de HIV a un FMI de 3 a 5. Les granule de PEG6000 ont ete 

45 repris dans 200 jil de tampon HBS contenant 0,1 % de Tween 20. Apres centrifugatlon a 15000 x g pendant 1 
mln., le surnageant a ete melange a 1 1 ,5 ml d'une solution de CsC1 1 ,5 M (0,3 volume de tampon HBS, 10mM de 
Tris-Hd (pH 8,0), de tetraacetate d'ethylenediamine (EDTA) 1 mM, de TVveen 20 a 0,1 Wo et 10 ng/ml 
d'aprotinine. Cette suspension a ete centrif ugee dans un rotor Beckman 50TI pendant environ 72 hres a 44.000 
tpm a 18°. Des fractions de 300 uJ chacune ont ete recuelllles, congelees a -20° C testees avec une prise 

50 d'antigene specifique pour test EUSA (HIV anti core EIA). Des bandes a des densltes d'environ 1,28 et 1 ,20 
g/cm 3 ont ete notees, la partipule ressemblant au "core" ayant apparemment une denslte de 1^8 g/cm 3 . 

La microscople electronique a confinme la presence de particules ressemblant au "pre-core" (et core) dans 
le milieu conditionne. La microscople electronique a balayage a revele des particules qui, apparemment, 
bourgeonnalent 4 la surface des cellules. La microscople electronique par transmission immuno-or a revele 

55 des particules qui etalent reconnues par les antlcorps p24 et p55. De mdme, les epitopes p17, p24 et p55 
etalent reconnues par marquage "immuno-or" apres un court traJtement de particules purifiees avec du Triton 
X100, dans des preparations pour microscople electronique. Les particules etalent approxlmativement 
spheriques avec un dlametre d'environ 100 - 150 nm. Les particules manlfestent des centres transparents aux 
electrons entoures d'un anneau opaque et une membrane exterieure et paralssent avoir la majortte des 

60 epitopes p17, p24 et p55 a la surface interne des particules. 

C'est pourquoi cet exemple demontre ('expression de p55 et la formation par bourgeonnement de 
particules ressemblant au "pre-core" (et ressemblant au "core') de HIV oomprenartt la protelne precurseur 
gag du virus de I'immunite deficitalre. Les particules comprannent de maniere pr6ponderante (plus de SWo du 
contenu prot6inique total) I'entierete de la protelne precurseur gag et sont formees en absence de sequences 

65 d'ADN d'origlne vlrale autres que la sequence du precurseur gag et, des lors, en absence d'autres fonctlons 
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virales comme la protease et la transcriptase inverse du retrovirus. 

Pour demorttrer que la protelne precurseur gag de HIV produite dans des cellules de S.f. est efficacement 
myrtstylee, 3 x 10 fi cellules dans un flacon F de 25 cm 2 ont 6t6 marquees k 48 heurea post Infection avec 500 
jiCi d'acide myristique NET-830 (Dupont, Wilmington. Delaware, USA) pendant 18 heurea apres avoir 6te 
infectees avec des baculovirus contenant gag p55 a un facteur de multiplicity d'infectfon (FMI) de 5. 5 
Subsequemment, ie miUeu condltionne et les cellules ont 6t6 traites separement pour effectuer un "Western 
blot" et une radioautographie sur gel de SDS. Le milieu condition^ montralt une bande principale k 55 kd qui a 
6galement 6t6 reconnue comme precurseur gag dans les "western blots" comme I'ont revele des anttcorps 
contra p17, p24 et p55. Deux autres bandes marquees mofns fmportantes ont 6t6 dfttectees k des PM de 
4W&47 kd et ont 6te reconnues spectfiquement par le meme groups d'anticorps (p17, p24, p55) dans le 10 
•western blot". Des tysats cellulalres prepares dans du Triton X100 k 1 Qfo et congeles k -20° C ont montre 
respectlvement par radioautographie du gel de Laemli k 12,5 <*b et "western blof une bande a 55 kd (et une 
bande mlneure & 58 kd qui, apparemment, correspondait k un changement du phase de traduction, comme 
decrit pour le genome gag du virus retroviral HIV-1 et des bandes plus marques k des PM 49-47-46 et des 
produfts de degradation k des PM de 30-27 kd et ces demieres bandes n'6taJent pas nadioacttves (ne is 
contenant pas d'acide myristique). 

Exempie 3. Expression dans les cellules de mammlferes 

Le plasmlde pRn"13002 a ete introduit, pour la technique de co-precipltatlon au phosphate de calcium 
(Wlgler et al., Cell 16 :777 (1979), dans des cellules Cost et CV1. A 48 hres et 110 hres apres Infection, les 20 
cellules et ie milieu de culture ont 6t6 testes en utllfeant un EUSA speciflque pour ['expression de I'antigene 
gag. Des extraits cellulalres (10* cellules) ont ete ajustes a une concentration de 1 % en Trl ton X100 ou 0,5 <Vb 
DOC-NP40. L'antigene p55 a et6 detecte par EUSA, Impliquant des anticonps poiydonaux et monoclonaux 
contre p17, p24 ou p55 ou en utHisant le test RIA de Dupont (NEK-040) Impliquant une competition avec ie 
peptide p24 purtfle. Les nlveaux d'expression obtenus etaient entre 4 et 10 ng/ml comme le montre le test RIA 25 
de Dupont de p24. 

Exempie 4. Expression dans des cellules de ievure 

Le plasmide pRIT129B5 a 6te Introduit dans la souche 02276b (ura3" durO* 1 rod") de S. cerevlsiae . Les 
antigenes p55 ont ete detectes dans des extraits de Ievure (cellules en phase log-moyenne, brisfies en 30 
utilisant des biltes de verre ou de la zymolyase. Le precurseur gagpSS a ete detecte en utllisant les tests EUSA 
impliquant des anticonps polyclonaux et monoclonaux contra le peptide p24 ou en utllisant ie test radiolmmun 
(RIA) de Dupont impliquant une competition avec Ie peptide p24 purrfie. 

La protelne p55 syntheiisee dans S. cerevlsiae a ete observee dans des "Western blots" en utilisant des 
anticonps monoclonaux speciflques pour p17 ou p24 et elle avalt un polds moleculalre similaJre k celui de 35 
l'antigene p55 obtenu de cellules infectees par HIV. 

Lorsque des extraits cellulalres ont 6te obtenus en absence de detergents, une fraction Importante de 
rantigene 6talt retenu dans le culot apres centrifugation. Cette fraction d'antlgene a ete largement recuperee 
en utilisant du Triton X100. L'utilisation de ddtergents pendant ou apres extraction augmentatt I'antigenlclte 
comme font montre les RIA. Par marquage avec de I'acide myristique trttfe, le precurseur gag produft dans la 40 
Ievure s'est reV6ie myristyte et. apparemment, il etalt assocte avec la membrane plasmatlque de la cellule, 
comme Ib montre I'observation de coupes de levures au le microscope electronlque (Immuno-or). 

Us Exemples cl-dessus demontrent I'expresslon de la proteins precurseur gag dans une culture de 
cellules eucaryotes et la formation de partlcules ressemblant au "pre-core" du virus de Pimmunit6 deficltalre a 
la surface des cellules de Lepldopteres en utilisant un systeme d'expression Baculovirus. La prot61ne et/ou les 45 
partlcules alnsi pre parses et purifiees et mlses en fonnulatlon de vaccin pour administration parenterals k des 
humains en danger d'exposltlon k HIV, en vue de proteger les vaccines de I'apparltion de symptdmes de 
maladie associee k une Infection par HIV. Cheque dose de vaccin comprend une quantltfi de protelne ou de 
particules qui est sans danger, ckd qui ne cause pas d'effets secondaires slgntftcatifs mals qui est efficace 
pour Induction d'une reponse immunltaire. Par exempie. chaque dose comprend de 1 k 1000 jig, de SO 
preference 10 k 500 ng, de proline precurseur gag ou de particules dans un support pharmaceutiquement 
acceptable, p.ex. une solution aqueuse tamponnee k un pH d'environ 5 k 9, de preference de pH 6 k 8. Le 
vaccin peut 6galement comprendre un adjuvant, p.ex. de I'hydroxyde d'alumlrilum. un muramyt dipeptlde ou 
une saponins comme le Quil A. Pannl les tampons utiles, il y a les tampons derives de cations sodium ou 
ammonium et les anions acetate, citrate, phosphate ou glutamate. Pour ajuster I'isotoniclte ou pour stabiliser 55 
la formulation, on peut utiliser d'autres supports ou dlluants pharmaceutiquement acceptables, p.ex, du 
chlorure de sodium, du glucose, du mannltol, de I'albumlne ou du polyethylene glycol. Le vaccin peut dtre 
lyophllise pour la commodity du stockage et de la manipulation. Un tel vaccin est reconstitud avant 
administration. Altemativement, la proline gag ou la partlcuie peut Stre formulae en liposomes ou en ISCOMS 
par techniques connues. Une dose de vaccin exemplatlve comprend 100 jig de particules gag adsorbees sur 60 
hydroxyde d'aluminlum dans de I'eau tamponnee k pH 7 avec de l'a©6tate de sodium. 

Dans une forme alternative de ('invention, la prot6ine ou partlcuie gag est m6langee A un ou plusleurs autres 
antigenes par co-expression dans la mfime culture ceilutaire ou par co-formulation. De tels autres antigenes 
peuvent 6tre d'autrea antigenes de HIV, p.ex. des antigenes derives de la protelne d'envetoppe, gp160 ou 
gp120 ou peuvent fitre des antigenes derives d'un ou plusleurs autres organlsmes, cellules ou vims 65 
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pathogdnes, comma I'antlgdne de surface de I'hdpatfte B, pour conferer une protection contra la virus de 
I'hepatite B ou des antfgenes derives da la glycoprotdine du virus de I'Herpes pour conferer une protection 
contre fe virus de I'Herpes. 
De preference, le vaccln est adminlstre par vole parenterals, p.ex. IntramuscuIaJre (tm) ou souscutanee (sc) 
5 bfen que d'autres voles d'administration pufssent dtre utiles pour eltelter une rdponse protective. La vaccln est 
adminlstre en dose unique ou doses multiples, p.ex. 2 a 4. L'immunoprotectioh peut dtre constates en testant 
les taux d'anticorps sdriques anti-gag. Ensulte, Ies vaccines peuvent dtre vaccines sulvant la ndcesstte, p.ex. 
annuellement. 

Comma reactif de diagnostic, la proteine ou les particules gag peuvent dtre utilises* dans tout test de 
10 diagnostic standard, comme un EUSA ou R1A, pour detecter la presence d'anticorps ant|-HIV dans des 
echanHllons clinlques. Un tel diagnostic peut dtre utilise conjolntement avec d'autres antfgenes de HIV pour 
contrdler la progression de la maJadia. ^utilisation de la proteine ou particule gag comme agent de diagnostic 
impllquera gdndraJement la mlse an contact d'un dchantillon de serum humaln ou d'un animal ou d'un autre 
flulde du corps avec la proteine ou la particule, de preference liee ou autremsnt fixes ou englobde at ensufte le 
15 test de fixation d'anticorps anti-gag du serum ou autre dchantillon contre la proteine ou les particules gag. Un 
tel test peut dtre realise par techniques standard, y compris en quantiftant la fixation d'anticorps anti-gag 
marques subsdquemment ajoutes. 

La description et les examples ct-dessus decrivent compfetement ('invention et see formes preferees de 
realisation. L'inverrtfon n'est Dependant pas limitee aux formes de realisation speciflquement decrites Id mala, 
20 plutdt, comme toutes ses ameliorations, variations et modifications qui tombent dans Ea portee des 
revendications qui suivent. 

Example 5. Construction et Expression d'un Gene PrS5 gag mute 
Afin d'examiner le rdle potentiel de la N-myristylatfon dans ('assemblage et la formation de particules QAQ 

25 extracellulaires, on a constrult un mutant presentant une deletion du codon glycine (position 2). Dans oe but 
on a substitue un linker oligonucleotidlque syn3 synthetique au fragment BamHI-Clai dans pRIT12982 (voir 
Exemple 1 ). Syn3 encode les acides amines N-terminaux d'origlne de la proteine GAG sauf en ce qui concerne 
le second codon glycine qui est supprimd. Cette cassette d'expression du mutant Pro's* 0 a ate sous-donee 
au site BamHl du vecteur d'expression bacub pAcYMI et on a obtenu des plaques recomblnantes qui ont dtd 

30 seiectidrmees essentieilement comme decrit dans FExemple 1. Le virus recombinant AcGag 31-18 qui 
contfent la mutation (deletion du codon glycine) du gene gag a ete utilise pour infecter des cellules Si. La 
proteine precurseur GAG a ete synthdtlsee de maniere efficace (test EUSA). Un marquage metabolique avec 
de I'acide 3 H-myristique, essentieilement comme decrit dans I'ExempIe 2 n'a revele aucune incorporation, ce 
qui confirme que la suppression de Ea glydne N-termlnaie est suffisante pour abroger la myristylation de la 

35 protdine precurseur GAG. L'analyse des extraJts cellulaires par Western blot (voir Exemple 1) a montrd une 
bande prddominante de 55 kd et des produits de degradation de pofds moteculaires infdrieurs. Les especes 
protefques revelees par Western blot sont ies memes que dans le cas de la proteine PrSS 5 * 0 de type sauvage 
exprimee dans les cellules S.f. Cependant, jusqu'au Jour 2 post-Infection, la proteine mutee (deletion de la 
glycine) n'a pu dtre detectee dans le milieu de culture, par precipitation au PEG ou par ultracentrtfugation, 

40 contrairement a ce qui avalt etd observd avec PrSS 9 * myristylee. La proteine PrS&w mutee a done ete 
detectee seulement dans les cellules infectees. Le processus de myristylation semble done requis pour la 
liberation extracellulaire du prodult Pr55fl*°. La microscopie dlectronique par balayage a revdld que la surface 
de la cellule 6tait assez llsse et ne montrait pas de particules. La microscopie dlectronique par transmission, 
sur coupes minces Immunoddcordes des cellules infectees avec du virus recombinant Ac gag 31-18 (Myr) 

45 (24, 48 et 66 heures pi) a revele que la proteine GAG nonmyristylde etait exprimee de maniere efficace, qu'elle 
se dlspersait dans le cytoplasms et darts le noyau. Des particules Intracellulars ou structures parttculaJres 
morphologiquement diffdrentes des particules extracellulaires obtenues avec le recombinant gag myrlstyld 
(AcGag7) ont ete observdes. Elles montrent une double structure annulalre opaque aux dlectrons et ne 
contiennent pas de double couche lipidlque ddrtvee de la membrane cellulalre. A la membrane cellutaire on n'a 

SO pas observd de protdine GAG et on n'a observd aucune structure bourgeonnante. 

Ces resultats ddmontrent que la myristylation des prdcurseurs GAG semble requlse pour leur localisation k 
la membrane plasmatique, pour ie bourgeonnement et pour la liberation de particules extracellulaires. La 
myristylation ne paralt cependant pas requlse pour ['assemblage multimerique en particules PrSS 080 . 
L'accumulation de PrSSsw non-myristyld dans le noyau (et les nudeoles) est un phenomena assez surprenant 

55 Dans plusleurs protdines on a Identlfid des sequences signal speclfiques (slgnaux karyophlliques). Dans la 
sequence des acides amines GAG on a trouvd deux sequences putatlves de ce genre. Une sequence 
karyophflique (celle qui est la plus N-terminaie) est fortement conservde entre HIV-1, HIV-2 et SIV. Ces 
sequences pourraient dtre des signaux karyophiliques fonctionnels ou accessibies seulement en absence 
d'adde myristlque. 

60 La migration nuddaire des produits GAG non-myristylds pourraft fouer un role dans la morphogdndse, p.ex. 
pour I'encapsldation de I'ARN gdnomique. Une fonction dans I'lnfection naturelle par HIV est egaJement 
envlsageable. II faudrait pour cela que les virions fnfectieux contiennent au mdns une moldcule GAG non 
myristflde. II se pourralt dgalement que lorsque le virion infects une cellule, et qu'il ait dtd ddbarrassd de son 
manteau, ii y ait ddmyrlstylation et transport vers te noyau de complexes GAG-RNA/DNA (pour formation du 

65 provirus intdgrd dans ies chromosomes). 
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Exemple 6. Construction et expression d'une proteine pnfcurseur PrSS^ tronqu6e 
Pour examiner le role de p16 (C-termlnus) de la proteine pricurseur GAG et HIV on constrult un gdne 

tnonque qui encode seulement la parte precurseur p17-p24 de GAG. 
Le fragment BamHI-Cfri de GAG de pflrT130Q3 a et6 purifiS et Be & la sequence oOgonucleotidique 5 

synthetlque 

5 l GGC CAT AAG GCA AGA GTT TTA GTT AGT TAG 3 1 

3 1 TA TTC CGT TCT CAA AAT CAA TCA ATC CTA G 5' 10 



Le fragment r&suitant a ete purtfle sur gel et ck>n6 au site BamHI de pAoYMI. Cette sequence linker contient 
Tacide amin6 C-terminal de la p24 (BH10; aa 363 Ratner et ai.) et deux acldes amines supptementairea (valine 
et serine). Le pfasmlde recombinant pAc Cfr I (p17-p24) a ete utilise pour co-transfecter des cellules S.f. avec is 
de I'ADN wt de AcMNPV, es&entledement comma ddcrlt phis haut (voir Exemple 1). Lee plaques 
recombinantes ont et6 crlblees comma decrit dans ('Example 1. 

Un virus Ac CM recombinant a ete utilised pour infecter des cellules S.f. Un polypeptide GAG tronqu6 a 6te 
detecte au poids moleculaire attendu de 41 Kd : it rfiagissait (Western blot) avec les monodonaux p17 et 24. Le 
prodult p17-24 etait, de manure predomlnante, exprime k rinterieur des cellules mais on a pu detecter une 20 
petite quantity de prodult p17-24 extracellulalre lors de ('analyse du milieu condttlonne. Une precipitation au 
PEG et une uttracermffugation du milieu de culture des cellules Infecttes par AcCfrt n'a pas Dermis de 
detecter de proteine p17-24. L'analyse au microscope 6lectronique n'a montre aucune 6vic(ence de 
bourgeonnement ou de particules GAG extracellulaires, De grandes protuberances de 1-4 urn de longueur en 
forme de structures tubulalres connectftes longitudlnalement k la surface de la membrane cellulafre ont pu 25 
$tre dttecttes au d6but de I'infectfon. Un marquage immund-or a rnontrt que la prot6ine GAG (p17-24) 
tronqude 6tait localise k la membrane cellulaire et k la peripheric de ces extensions tubulalres mats on n'a pas 
pu dttecter de structures "annulalres" opaques aux electrons, typlques de la particule Pr55 w . Ces rtsultats 
suggfcrent qu'au moins une parte du polypeptide p!6 est necessalre pour I'assemblage correct de la partcule. 

Le motif "2n flnger(?)' est peut-fitre essential pour Tassemblage correct de molecules Pr56^ en particules 30 
bourgeonnantes. Un mutant de la cassette CM (p17-p24 non myrystyle) comportant une delation du codon 
glycine (position 2) a 6te constrult en echangeant le fragment EcoRV-Pstl de 669 pb de la cassette codant 
pour Pr65w non-myristyle (de pAcGag 31-58) avec le long fragment EcoRV-Pstl de ± 9400 pb de pAc Cfrl. 

La proteine p17p24 non myrlstytee est efflcacement produlte mals ne donne pas lieu k la formation de 
protuberances membranalres. L'lmmunodecoratlon des coupes de cellules montre qu-eOe est dlssemlnee k 35 
I'lnterieur de celles-d. 

Exemple 7. Construction et expression d'un g6ne gagpoi et maturation des polypeptides produits 

Pour exprimer les produrts GAG-POL, on a Introdult la plus grande parte (± 80 <W>) du gene pel dans le 
vecteur de transfert de baculovirus portant la cassette d'expresslon de PrSS 8 "* (pRIT13003). U fragment 40 
d'ADN portant le gene pol est un fragment de restriction (clone BH10) de Bglll (2093)-EcoRI (4681). Un 
fragment d'ADN synthdtique (poly-stop) 

5 * AAT TCC TAA CTA ACT AAG 3 1 

45 

3 'GGA TTG AT TGA TTC CTA G 5' 

a 6te ajoutd au site EcoRI. 

Le plasmkJe de transfert de baculovirus resultant, LE-6-4, a ete employe dans une experience de 
cofransfection pour g6n6rer des plaques recombinantes, essentiellement comme decrit dans PExemple 1. 50 

Avec cette construction recombinants on s'attend k la production de prSS 9 * 8 aussi bien que du produit 
GAG-POL risultant du changement de phase de lecture HIV sp6ctfique, lesquels seront ensulte matures par la 
protease (voir Kramer et al., 1985). 

Dans le milieu de culture des cellules S.f. infectees par un tel virus recombinant vAcGagS-5 on n'a d6tect6 
aucun prodult gag ou gag-pol lorsque le milieu condlttonnd a 6te analyse par Western blot ou apr&a 55 
precipitation au PEG. 

Dependant, les extratts cellulalres montraient une forte bande double k 24 Kd et une bande k 17 Kd qui 
rftagfssaft avec des antlcorps monodonaux de p24 et p17 (Western blot). De trda petttes quantitte de la bande 
de prtcurseur Pr55» et des bandes Interm6diaires de 41 kd (46 kd) ont 6galement pu toe dftecttes 
(Western blot). Ced indique que la protease portee par la proteine de fusion GAG-POL est active et que le 60 
changement de phase de traduction WV-sp6ciflque est fonctionnel dans les cellules S.f. Les polypeptides p17 
et 24 et des Interm6dlaires (41 kd, 48-49 kd, 55 kd) ont 6te detectes. Le grand precurseur GAG-POL n'a pas 
ete detecte avec nos antlcorps p55 ou p17, p24 (il est probablement trfcs peu abondant). 

La microscopie diectronfque a montre, k de rares occasions, quelques particules bourgeonnant au niveau 
de la membrane cellulaire. Ces particules paralssaient dtre morphologlquement slmllalres aux particules 65 
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PrSS 8 * 0 decrites plus haut. Des experiences de co-infection avec des virus recombinants portant 
respectivement les genes gag et gag-poi n'ont pas amene la detection de partfcules a structure de noyau 
(p24) plus condenses, typlque de (a particule retrovirale (de HIV) mature. 

5 Exemple 8. Construction et expression du gene de PrST^gag de SIV dans les cellules S.f. 

La gene gag du virus de I'immunit6 deflciteJre de singe (SIV) a ete sous-clone de S(Vm«-BK28 (re$u de J. 
Mulllns). Un fragment Kpnl de 3504 pb du genome de pBK28 (nucleotides 1212 a 4716) a ete sous-clone dans 
pUC8. Deux fragments Internes du gene gag, te fragment 5' FnuDII (1201) - Pst (1959) et le fragment 3' Pstl 
(1959) - Hphl (2803) ont ete purifies et les linkers otigonucJeotidiquss linker 1 

10 GAT CC ACC ATQ GGC et linker 3 

G TGG TAG CCG 
TGCTGCACCTCAATTCTCTCTTTGGAGGAGACCAGTAGAGATCTGGTAC 

15 AACGACGTGGAGTTAAGAGAGAAACCTCCTCTGGTCATCTCTAGAC 

ont ete ties a des fragments gag adequats pour reconstftuer I'entierete du gene precurseur gag. Dans une 
experimentation separee, un linker 

20 2 GATCC ACC ATG GCC 
G TGG TAC CGG 

a ete utilise pour introduire une mutation dans te second codon GGC (Gty) — ► GCC (Ala). Les drfferentes 

25 constructions ont ete donees dans des vecteurs et verifiees par sequen$age. Le fragment & terminal 
(BamHI-Pstl) et le fragment 3' (Pstl-Bgill) ont ete Isoles et clones dans le vecteur de transfert de baculovirus 
PACYMI dfgere avec BamHI et trafte a la phosphatase alcaline. Le plasmide pAC gag Myr+ contient le gene de 
gag SIV natif et le pAC gag Myr contient le gene mute (Gry -* Ala). Des cellules S.f; ont 6t6 transfectees avec 
un melange d'ADN viral de AC MNPV (1 jig) et des piasmldes de transfert recombinants respectffs (50 jig), 

30 essentiellement comme decrlt dans I'ExempIe 1. Les plaques recombinantes ont ete criblees et selectlonnees 
comma decrrt dans I'ExempIe 1. 

Le polypeptide precurseur gag Pr57w de SIV a et6 synthetise avec succes dans des cellules d'insecte 
infectees (observe par Western blot) en utllisant de {'antiserum de lapln contra SIV (virus SIV-BK28 purtfie avec 
un gradient de rnetrizamide) ou un monoclonal dlrige contra I'extremite COOH du polypeptide p24 de HIV, 

35 lequel s'avere egalement reconnoitre la protelne de core de SIV). 

Dans une seconds experience, fl a ete demontre que la protelne Pr55°*« de SIV produite dans des cellules 
S.f. etaft efficacement myristylee, par analyse sur SDS-PAGE et par radioautographie. Par contra, dans le cas 
de la proteins mutee (glycine alanine), aucune myrlstylatlon n'a pu etre d6tectee. 
Comme dans ie cas de la proteins Pr55^ de HIV, on a egalement observe la formation et (a liberation de 

40 particules dans le milieu conditlonne tors de I'anatyse des cultures Infectees [par ultracentrtfugation, gradient 
de saccharose et microscopie (TEM et SEM)]. On a observe des particules gag PrST 0 " 9 de SIV similaTras a 
cedes obtenues par Texpresslon de PrS5°*0 de HIV dans des cellules S.f. Les particules gag extracellulaire 
torment des structures qui crolssent au niveau de la membrane cellulaJre, qui s'assemblent en 
bourgeonnements typiques, qui ressemblent fortement aux particules bourgeonnantes du virus non mature. 

45 Les particules Pr57W de SIV comme les particules Pr55w de HIV avaient environ 10O-120 nm de diametre et 
montrafent un centre transparent aux electrons entoure d'un anneau fonce at 6pais et una double couche 
lipfdique exterieure. Des experimentations realfsees avec le mutant (Gty — ► Ala) non myristy!6 de SIV ont 
conflrme les observations faftes avec le mutant Pr55w non myristyie de HIV, a savolr que la N-myristylatfon est 
essentielie pour le bourgeonnement et la formation de particules extracellulalres. La difference entre la 

SO protelne precurseur GAG de HIV et de SIV est que cette demiere forme egalement des particules 
fntracellulaires et une structure partfculalre lore de ('expression de la protelne GAG myristylee, Cecf peut fitre 
expliqu6 comme suit : le taux d'expresslon est environ 3 fols plus eleve que le taux d'expression de gag de HIV 
et fl se peut que toutes (es molecules PrST™ de SIV ne soient pas myristyiees. On a pu deceler egalement plus 
de produits de degradation, speciaiement une bands proteinlque p27 myristylee. 

55 II est possible que les structures cellulaires d'envlron 40 nm de diametre et parfdis Jusqu'a 1 nm de 
long - qui sont observees a un stade avance ces Infections - soient composees au molns en partle de ces 
produits de degradation de gag. Ceci pourrait ressembler a ('assemblage du noyau (?) de p24 en structures 
tubulaires observees dans de rares cas de maturation de noyau de retrovirus. On a egalement observe (C. 
Debouck, comm. personn.) des structures tubutatres contenant la protelne p24 torsque la protelne de noyau 

60 p24 de HIV-1 est exprimee dans E. coll. Une partle des particules Intraceitulalres observees avec (e 
recombinant du precurseur de gag de SIV natif prend forme pres de la membrane ceilulalre oti elles paralssent 
se differender en particules ressemblant au virus et bourgeonnant comme decrlt plus haut. Ce processus 
rappelie ta maturation virale de retrovirus du type D qui tmpifque des particules intracellulalres Intermediaires 
de type A. 

65 
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Revindications 

1. Molecule d'ADN recombinant comprenant une sequence d'ADN qui code pour I'entierete de la 6 
proteine precurseur gag du virus de I'immunlte deficitaire et qui est depourvue des sequences 
flanquantes se presentant naturellement en 5' et en Ifee de maniere operatoire a un element de 
regulation quifonctlonne dans des cellules eucaryotes. 

2. Molecule d'ADN recombinant de la revendlcatlon 1 dans laquelle ('element de regulation est un 
element qui fonctlonne dans les cellules de levure, dlnsecte ou de mammlfere et la protefne precurseur 10 
gag est la protdlne precurseur gag de HIV* 

3. Molecule d'ADN recombinant de la revendlcatlon 2 dans laquelle ('element de regulation est un 
.element qui fonctlonne dans des cellules de Lepldopteres. 

4. Molecule d'ADN recombinant de la revendlcatlon 3 dans laquelle I'element de regulation comprend le 
promoteur du gene de polyhedrine. 

5. Baculovlrus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendlcatlon 2, 3 ou 4. 

6. Cellule d'tnsecte infectee par le Baculovlrus recombinant de la revendlcatlon 5. 

7. Cellule d'tnsecte de la revendlcatlon 6 qui est une cellule de Lepldoptere. 

8. Cellule cTinsecte de la revendlcatlon 6 qui est une cellule de Spodoptera fruglperda . 

9. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle Tetement de regulation est un 20 
element qui fonctlonne dans des cellules de Drosophile. 

10. Cellule de Drosophile transformee avec la molecule d'ADN recombinant de la revendlcatlon 9. 

11. Molecule d'ADN recombinant de la revendlcatlon 2 dans laquelle la region de regulation est une 
region qui fonctlonne dans des cellules de mammlfere. 

12. Virus de ta vaccine recombinant comprend la molecule d'ADN recombinant de la revendication 11. 26 

13. Cellule de mammlfere comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 11. 

14. Cellule de mammlfere Infectee avec le virus recombinant de la vaccine de la revendlcatlon 12. 

15. Cellule de mammlfere de la revendication 13 qui est choisie dans le groups comprenant les cellules 
CHO, les cellules COS-7, les cellules NIH-3T3, les cellules CV1, les cellules de myeJome de la souris et du 

rat les cellules HAK, les cellules Vero, les cellules Hela, les cellules W138, les cellules PRC-6 et les cellules so 
de hematosarcome du poulet. 

16. Molecule d'ADN recombinant de la revendlcatlon 2 dans laquelle la region de regulation est une 
region qui fonctlonne dans une levure. 

17* Molecule d'ADN recombinant de la revendlcatlon 16 dans laquelle I'element de regulation comprend 
le promoteur CUP1.TDH3. PGK. ADH, PHOSou ARG3. 36 

18. Cellule de levure recomblnante comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 16. 

19. Cellule de S. cerevtslae comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 1 7, 

20. Molecule d'ADN recombinant pour ('expression dans des cellules de Lepldopteres et la formation 
d'une particule qui est immunobglquement slmilaire aux particules gag authentiques Immatures du virus 

de I'immunlte deficitaire. laquelle molecule comprend une sequence d'ADN qui code pour I'entierete ou 40 
une portion de la protelne precurseur gag du virus de I'immunlte deficitaire ou pour une proteine hybrlde 
ayant I'entierete ou une portion d'une protelne precurseur gag de I'immunlte deficitaire, llee de maniere 
operatoire a un element de regulation qui fonctlonne dans des cellules de Lepldopteres. 

21. Molecules d'ADN recombinant de la revendication 20, pour I'expresslon et la formation d'une 
particule constitute de maniere preponderate de proteines precurseur gag de HIV, laquelle protelne 46 
code pour I'entierete de la protelne precurseur gag de HIV et depourvue d'autres fonctlons de HIV. 

22. Molecule d'ADN recombinant comprenant une sequence codant pour une protelne precurseur gag 
du virus de I'immunlte deficitaire llee de maniere operatoire a une region de regulation qui fonctlonne 
dans les cellules de Lepldopteres. 

23. Molecule d'ADN recombinant de (a revendication 22 dans laquelle la sequence qui code pour 60 
I'entierete de la protelne precurseur gag de HIV est depourvue d'autres fonctlons de HIV. 

24. Molecules d'ADN recombinant de la revendication 20, 21, 22 ou 23 dans laquelle I'eiement de 
regulation comprend le promoteur du gene de la polyhedrine. 

25. Baculovlrus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendlcatlon 20 ou 22. 

28. Baculovlrus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendicalton 24. 65 

27. Cellule do Lepldoptere Infectee avec le Baculovlrus recombinant de la revendication 25. 

28. Cellule de Spodoptera fruglperda Infectee par le Baculovirus recombinant de la revendication 26. 

29. Protelne precurseur gag produlte par la culture de cellules de la revendication 6. 

30. Proteine precurseur gag produlte par la culture de cellules de la revendication 13 ou 18. 

31 . Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendication 27. 60 

32. Particule formes de proteines precurseur gag Isoiees d'un milieu condftionne au depart d'une culture 
de cellules de la revendication 6. 

33. Particule formes de protelne precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendication 
27. 

34. Particule immunogene formee de proteines precurseur gag produite par des cellules d'eucaryotes 66 
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recomblnantes, laquelle particule est immunologlquement simHalre aux partlcules gag du virus de 
I'immuntte deficitaire authentlque. 

35. Particule Immunogene de la revendicatlon 34 qui comprend de manlere predominante lee protetnes 
precurseur gag de HIV qui sont reconnuee par des antteorps antJ-p16, antl-p24 et antl-p17 et qui est 

5 depoun/uedesfonctlonsvtraJesrequisespo 

36. Vacctn comprenant (a protelne precurseur gag produfte par des cellules d'encarybte recomblnantes. 

37. Vaccln comprenant des particules formees de protetnes precurseur gag produltes par des cellules 
d'eucaryote recomblnantes. 

38. Methods pour recuellllr des donnees utiles dans le diagnostic de I'exposttion d'un animal a un virus 
10 de I'innmunite deficitaire acqulse qui comprend la mlse en contact d'un echanttllon de serum ou d'un autre 

ftulde corporal de I'anlmaJ avec une protelne precurseur gag de la revendicatlon 29, 30, 31 ou 32. 

39. Methode pour recueilSlr des donnees utiles dans le diagnostic de ('exposition d'un animal & un virus 
de llmmunite deficitaire acqulse qui comprend la mlse en contact d'un echantUlon de serum ou d'autre 
fluide corporel de I'animal avec la particule Immunogene de la revendicatlon 34 ou 35. 

15 40. Protelne precurseur gag suivant I'une quelconque des revendlcations 29, 30, 31 et 32 pour une 

utilisation comma agent vaccinal. 

41. protelne precurseur gag suivant Tune quelconque des revendicatlons 29, 30, 31 et 32 pour une 
utilisation comma agent vaccinal pour conferer a des humains une protection contra une Infection par 
HIV. 

20 42. Proteine precurseur gag suivant Puna quelconque des revendlcations 29, 30, 31 et 32 pour une 

utilisation dans la fabrication cfun vaccln pour conferer a des humains une protection contra une infection 
par HIV. 

43. Particule immunogene de la revendicatlon 34 ou 35 pour une utilisation comme agent vaccinal. 

44. Particule immunogene de la revendicatlon 34 ou 35 pour une utilisation comme agent vaccinal pour 
25 conferer ades humains une protection contra une infection par HIV. 

45. Particule Immunogene de la revendication 34 ou 35 pour une utilisation dans la fabrication d'un 
vaccin pour conferer a des humains une protection contre une infection par HIV. 
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Revendlcations pour lea Etats contractants suhranta: ES, GR 

1. Molecule d'ADN recombinant comprenant une sequence d'ADN qui code pour I'entlerete de la 
proteine precurseur gag du virus de llmmunite deficitaire et qui est depourvue des sequences 
flanquantes se presentant naturellement en 5' et en 3', tide de manure operatoire a un element de 
regulation qui fonctlonne dans des cellules eucaiyotes. 
35 2. Molecules d'ADN recombinant de la revendteation 1 dans laquelle ('element de regulation est un 

element qui f onctionne dans les cellules de levune, d'insecte ou de mammlfere et la protelne precurseur 
gag est la proteine precurseur gag de HIV. x , . 

3. Molecule d'ADN recombinant de la revendicatlon 2 dans laquelle ('element de regulation est un 
element qui fonctlonne dans des cellules de Lepidopteres. 
40 4. Molecule d'ADN recombinant de la revendteation 3 dans laquelle ('element de regulation comprend le 

promoteurdugfcnedepolyhedrine. 

5. Baculovtrus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendicatlon 2, 3 ou 4. 

6. Cellule d'insecte Infectee par le Baculovlrus recombinant de la revendicatlon 5. 
7..Cellule d'insecte de la revendlcatipn 6 qui est une cellule de L&pidoptere. 

45 8. Cellule d'insecte de la revendteation 6 qui est une cellule de Spodopteraftufllperda. 

9. Molecule d'ADN recombinant de la revendicatlon 2 dans laquelle lament de regulation est un 
element qui fonctionne dans des cellules de Drosophlle. 

10. Cellule de Drosophile transformee avec la molecule d'ADN recombinant de la revendicatlon 9. 

11. Molecule d'ADN recombinant de la revendteation 2 dans laquelle la region de regulation est une 
50 region qui fonctionne dans des cellules de mammlfere. 

12. Vims de la vaccine recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendicatlon 11. 

13. Cellule de mammlfere comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 11. 

14. Cellule de mammlfere Infectee avec le virus recombinant de la vaccine de la revendication 12. 

15. Cellule de mammlfere de la revendicatlon 13 qui est cholsle dans le groupe comprenant les cellules 
55 CHO, les cellules COS-7. les cellules NIH-3T3, les cellules CV1 1 les cellules de myeloma de la souris et du 

rat, les cellules HAK, les cellules Vero, les cellules Hela, les cellules WI38, les cellules PRC-6" et les cellules 
de hematosarcome du poulet. 

16. Molecule d'ADN recombinant de la revendteation 2 dans laquelle la region de regulation est une 
region qui fonctionne dans une levure. 

60 17. Molecule d'ADN recombinant de la revendicatlon 16 dans laquelle I'element de regulation comprend 

le promoteur CUP1 , TDH3, PQK, ADH, PH05 ou ARQ3. 

1 8. Cellule de levure recombinante comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendicatlon 1 6. 

1 9. Cellule de S. cerevislae comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendicatlon 17. 

20. Molecule d'ADN recombinant pour ('expression dans des cellules de Lepidopteres et la formation 
55 d'une partteute qui est Immunologiquement similaire aux partlcules gag authentlques Immatures du virus 
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de I'immunite deflcitaire, laquelle molecule comprend une sequence d'ADN qui code pour I'entierete ou 
une portion de la proline precurseur gag du virus de I'immunite deflcitaire ou pour une proteine. hybrtde 
ayant I'entierete ou une portion d'une proline precurseur gag de I'immunite deflcitaire, llee de maniere 
op6ratoire a un element de regulation qui fonctlonne dans des cellules de lepldopteres. 

21. Mol6cule d'ADN recombinant de la revendl cation 20, pour ('expression at la formation d'une partlcuie s 
constitute de maniere preponderant© de protelnes precurseur gag de HIV, laquelle proteine code pour 
I'entierete de la proteine precurseur gag de HIV et ddpourvue d'autres fonctions de HIV. 

22. Molecule d'ADN recombinant cornprenant une sequence codant pour une proteine precurseur gag 
du virus de I'immunite deflcitaire Ifee de maniere operatolre a une region de regulation qui fonctlonne 
dans les cellules de Lepldopteres. 10 

23. Molecule d'ADN recombinant de la revindication 22 dans laquelle la sequence qui code pour 
I'entierete de la proteine precurseur gag de HIV est depourvue d'autres fonctions de HIV. 

24. Molecule d'ADN recombinant de la revendlcation 20, 21, 22 ou 23 dans laquelle ('element de 
regulation comprend le promoteurdu gene de la polyhedrine. 

■ 25. Baculovtrus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendlcation 20 ou 22. 15 

26. Baculovtrus recombinant comprenant (a molecule d'ADN recombinant de la revendlcation 24. 

27. Cellule de Lepldoptere infectee avec le Baculovtrus recombinant de la revendlcation 25. 

28. Cellule de Spodopterafrugiperda infectee par le Baculovtrus recombinant de la revendlcation 26. 

29. Methode pour preparer un vaccln pour proteger un humain contra une maladie causae par une 
infection par HIV qui comprend la culture de cellules eucaryotes recombinantes qui ont ete transformees 20 
avec une molecule d'ADN recombinant comprenant une sequence d'ADN qui code pour Pentieret6 de la 
proteine precurseur gag de HIV et qui est depourvue des sequences flanquantes 5' et 3' qui se 
presentent naturetlement, liees de maniere operatolre a un element de regulation qui fonctlonne dans les 
cellules eucaryotes; I'isolement des partfcules de prot6Ine precurseur gag ainsi produites et ('association 

des partlcules de proteine precurseur gag Isolees a un support pharrnaceutiquement acceptable. 25 

30. Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de Tune quelconque des revendicatfons 6, 
13 ou 18 pour une utilisation comme agent vaccinal. 

31. Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendlcation 6, 13 ou 18 pour une 
utilisation comme agent vaccinal pour conferer a des humains une protection contre une infection par 

HIV, 30 

32. Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendlcation 6, 13 cjj 18, pour une 
utilisation dans la fabrication d'un vaccin pour conferer a des humains une protection contre une infection 
par HIV. 

33. Partlcules gag Immunogene comprenant une proteine precurseur gag produite par des cellules 
encaryotes recombinantes, laquelle particute est immunoiogiquement slmilalre aux partlcules gag du 35 
virus de I'immunite deflcitaire acqulse authentiques pour une utilisation comme agent vaccina). 

34. Parttcule gag Immunogene comprenant une proteine precurseur gag produite par des cellules 
encaryotes recombinantes, laquelle partlcuie est Immunoiogiquement similalre aux particuies gag du 
virus de I'immunite deflcitaire acqulse authentiques pour une utilisation comma agent vaccinal pour 
conferer a des humains une protection contre une infection par HIV. 40 

35. Partlcuie gag Immunogene comprenant une proteine precurseur gag produite par des cellules euca 
ryotes recombinantes, laquelle partlcuie est Immunoiogiquement slmilalre aux particuies gag du virus de 
I'immunite deflcitaire acqulse authentiques pour une utilisation (tens la fabrication d'un vaccln pour 
conferer a. des humains une protection contre une infection par HIV. 

36. Precede pour preparer une molecule d'ADN recombinant pour exprimer une proteine gag du virus de 46 
I'immunite deflcitaire acqulse qui comprend la ligation d'une sequence d'ADN qui code pour I'entierete de 

la proteine precurseur gag du virus de I'immunite deflcitaire acqulse et qui est depourvue des sequences 
flanquantes en 5' et en 3* qui se presentent naturellement, a un element de regulation qui fonctlonne dans 
des cellules eucaryotes. 

37. Precede de la revendlcation 36 dans tequel ('element de regulation est un element de regulation qui 50 
fonctionne dans une levure, des cellules d'insecte ou de mammlfere et la proteine precurseur gag est la 
proteine precurseur de HIV. 

38. Proced6 de la revendlcation 37 dans tequel I'element de regulation est un element de regulation qui 
fonctionne dans des cellules de Lepldopteres. 

39. Precede de la revendlcation 38 dans lequet ('element de regulation comprend le promoteur du gene £5 
de polyhedrine. 
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